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【緒言】
レクチンとは糖鎖と特異的に結合する能力を有する酵素や抗体以外のタンパク質の総称である｡
これらは.原始的生物から高等生物に至るまであらゆる生物に存在し,結合する糖鎖によって多く
のファミリーが存在する.一方で口腔細菌が歯質表面の唾液成分と初期付着を行う際に糖鎖が関与
していることから.糖鎖に対して特異的に結合活性を示すタンパク質であるレクチンが,上述の細
菌と歯面との結合に対する阻害剤として有効であることが想像できる｡口腔細菌の初期付着を抑え
ることによって根本的に,かっより安全に化学的予防が達成できる可能性があると考えた｡また.
植物レクチンの中でグルコース･マンノース認識レクチンにSlreptococcus属細菌の初期付着及びバ
イオフィルム形成の抑制効果があることは既に報告されている (Teixeiraetal.,2005;IslameLal.,
2008).しかし.ペリクル介在下での糖鎖とSlreptococczLS属細菌の初期付着時における結合機構は
不明である｡これを解明して応用することは.口腔内感染症の根本的な予防技術の開発につながる
ことは確実である｡本研究では糖鎖を介した口腔感染症原因菌の初期付着機構の解明のために.口
腔細菌のうち初期に定着するう蝕原因菌の初期付着を抑制する天然レクチンを検索して.その作用
機序を解明することを目的とした｡
【材料 ･方法】
1.材料
1)レクチン:67種類の天然レクチン,3種類の人工 レクチンおよび27種頬のビオチン化レクチ
ンを使用した｡
2)細菌とその培養 :stzlePtOCOCCuSmutaDSATCC25175株を使用し.37oCの好気条件下におい
てTbdd･HewitBrothを用いて対数増殖期まで培養した｡
3)ヒト唾液 :4人の健常者から歯磨きおよび飲食を2時間は禁止した後.刺激時唾液を採取し.
17,100×gで4oC,30分遠心分離した上清を,ヒト唾液として使用した｡
2.S.m〟(ansATCC25175株の付着鹿の測定 :Tbixeiraらの方法を参考にして,クリスタルバイオレ
ット染色による比色法にて.ポリスチレンプレー ト上に付着した細菌数を定量化した｡
3.走査電子顕微鏡による観察 :2項の各ウェルの細菌の付着状態を電界放射型走査電子顕微鏡にて
観察した｡
4.表面プラズモン法
1)センサーチップの処理 :以下の4種類のマルチバレントビオチン化糖ポリマーを固相化した｡
① HOCH2(HOCH).CH2NH･m A-biotin(ソルビトー ル誘導体 :対照)
② Galβ1･3GaINAccl-PAA･biotin(Core1)
③ GIcNAcPl･3GalNAcn･mA-biotin(Core3)
④ Neu5Acα213Galβ1･3GalNAcα-PAA-biotin(シァル基-T抗原)
2)S.mutansATCC25175株と糖鎖の結合量の測定 :Biacore2000を用いて上記のセンサ-チップ
上に.S.mutansの培毒液を添加して.糖鎖と細菌との結合量を測定した.その後,センサー
チップを洗浄することで2着の解離度を軌定した0
3)Galβ1-3GaINAc(Core1)認識レクチンと糖鎖の結合量の軌定 :Biacore2000を用いて上記の
センサーチップ上に GalP113GaINAc認識レクチン (テスト群)あるいはFucose認識レクチ
ン (AAL:陰性対照)を添加して,糖鎖とレクチンとの結合量を測定した.その後.センサー
チップを洗浄することで2着の解離度を測定した｡
5.ビオチン化した各種レクチンと唾液の結合度の測定:認識糖鎖によって分類された各種レクチン
とヒト唾液との結合を.ビオチン化レクチンを用いて測定した
6.統計処理 :統計処理は,Studentlst-testによって行った｡有意差は,p<0,05とした｡
【結果】
1.S.mLLa〝Sの付着阻害効果を有するレクチンの網羅的解析 :Ga)β1-3GaINAc(Core1)認識レクチ
ンに付着阻害効果を示す傾向があった｡Ga】βト3GaINAc(Corel)認識レクチンの中でも.ABA
(AgarLIcusb'sporus由来)は特に高い付着阻害効果を示した.
2.S.LZutaLZBが結合する糖鉄 :S.mutaDSATCC25175株はGalBl･3GaINAc(Core1)に対して
強く結合した
3.レクチンのGalPl･3GalNAc(Corel)およびヒト唾液との結合 :表面プラズモン法を用いて
GalBl-3GaINAc(Core1)認識 レクチンのGalBll3GaINAc(Core1)への結合を確認したとこ
ろ.Ga161-3GaINAc(Core1)認識レクチンのうち.ABA,BPL.そしてJacalinの結合量が
多く.解離しにくいという結果を得た｡各種レクチンのヒト唾液との結合を,ビオチン化 レクチ
ンを応用 して調べた結果, 調べたすべてのGa161-3GaINAc(Corel)認識 レクチンは,本実験
系の条件下で他種のレクチンより多く結合した｡
【考蕪】
GalBll3GaINAc(Corel)認識レクチンが.唾液でコーティングされたポリスチレンプ レー ト
へのS.mutaDSATCC25175株の初期付着を阻害することがスクリーニングされ.S.mutaDS
ATCC25175珠が唾液中の糖鎖であるGal61-3GaINAc(Core1)に対 して特異的に付着すること
が分かった｡そして,実際に唾液とレクチンが結合することを示すことができた｡これらの結果か
ら,Ga161-3GaINAc(Corel)認識レクチンを用いると.S.mutaDSのバイオフィルムの形成を
阻害することが示唆できた｡
【結論】
StLlePtOCOCCuSmutaDSATCC25175株が唾液でコーティングしたポリスチレンへ付着することを
阻害する天然レクチンとして.Agan'cusbl'spoz･us由来レクチン (ABA)を検索できた｡このレク
チンは.GalBll3GaINAc(Core1)を認識するものであり.StTePtOCOCCuSmutanSATCC25175
株が唾液中の糖鎖の一つであるGalBll3GaINAc(Core1)へ結合することを阻害していた.
学位論文審査結果の要旨
う蝕 ･歯周病などの口腔感染症は歯を喪失する最たる原因であり,その予防は口腔の
健康へだけでなく全身の健康へも寄与する｡しかし,現在の主な予防法は感染源の機械
的除去であり.時間と労力の問題から十分な対策が行き届かないのが現状である｡もは
や誤嚇性肺炎のような口腔感染症が原因の疾患は社会問題であり.対 して予防薬への期
待は高まっている｡
一方でStTePtOCOCCuSLZutaDSが歯質表面の唾液成分と初期付着を行う際に糖鎖が関与して
いることから,糖鎖に対して特異的に結合活性を示すタンパク質であるレクチンが,上述の
細菌と宿主との結合に対する阻害剤として有効であることが想像できる｡口腔細菌の初期付
着を抑えることによって根本的に.かっより安全に化学的予防が達成できる可能性があると
考えられる｡
本研究は,糖鎖を介した口腔感染症原因菌の初期付着機構の解明のために.口腔細菌のう
ち初期に定着するう蝕原因菌の初期付着を抑制する天然 レクチンを検索して.その作用機序
を解明することを目的としたものである｡
研究結果は,以下の内容であった｡
1.S.mutansの付着阻害効果を有するレクチンの網羅的解析 ･LGalPl-3GaINAc認識レクチンに
付着阻害効果を示す傾向があった.GalP1-3GaINAc認識レクチンの中でも.ABA(Agaricus
bL'sporus由来)は特に高い付着阻害効果を示した.
2.S.LZutBDSが結合する糖鎖 :S.RZutBDSATCC25175株はGalBl･3GaINAcに対して強く結
合した
3.レクチンのGalBl･3GaINAcおよびヒト唾液との結合:Ga161-3GaINAc認識 レクチンのう
ち.ABA,BPL.そしてJacalinはGalBl･3GaINAcへの結合が強く.解離しにくいという
結果を得た｡各種レクチンのヒト唾液との結合を.ビオチン化レクチンを応用して調べた
結果. 調べたすべてのGa181･3GaINAc認識レクチンは.本実験系の条件下で他種のレク
チンより強く結合した｡
これらの結果から,本論文では.GalP1-3GaINAc認識 レクチンを用いると.S.mutans
の初期付着を阻害することが示唆できた.さらに,S.mutansをはじめ口腔内細菌の初期
付着のメカニズムを明らかにし.抗接着療法として応用することで.口腔内感染症の根
本的な予防技術の開発につながると,今後の展望を示 した｡
以上に基づき.審査委員会は本申請論文に博士 (歯学)の学位論文として価値があるものと
認めた｡
